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nonobese diabetic/severe combined immunodeficient（NOD/Scid）マウスを用いた簡便で正確な定量法の確立を試
み、更に、サイトカインで刺激する前後の臍帯血の造血能力の優劣の測定を試みた。 
 〔 方   法 〕 
 あらかじめ同意を得て集め、液体窒素中に保存していた男女各 30 本ずつの臍帯血から、抗 CD2、3、14、16、19、
24、56、66b、glycophorin A 抗体結合ビーズを用いて分化抗原陽性細胞を除去し CD34 陽性細胞を回収した。まず、
信頼度を確認するために男女の細胞を様々な比率で混合し、更にマウス単核球を加えてヒト由来細胞の比率を１％、
10％に調整して DNA を抽出し、蛍光標識したプライマーを用いた PCR 法で amelogenin 遺伝子の第１イントロンを
増幅した。増幅産物をアクリルアミドゲルで電気泳動し FMBIOⅡで蛍光強度を測定し定量することにより検量線を
作成した。この遺伝子は X 染色体上にあるが Y 染色体上には偽性遺伝子があるので、X 染色体由来の PCR 産物は 106 
bp となり Y 染色体由来のものは 112 bp となる。次に８から 10 週齢のオス NOD/LtSz-Scid/Scid（NOD/Scid）マウ
スの全身に 200 cGy のガンマ線を照射し、男女比１：４、１：１、４：１で混合した 3×105 個の 34 陽性細胞を 15 
Gy のガンマ線照射した女性の末梢血単核球 1.0×107 個とともに尾静脈から移植した。約７週間後にマウスの骨髄と
脾臓から細胞を回収し、EPICS Elite cell sorter を用いてヒト CD34、19、33 陽性細胞を集め、DNA を抽出し同様
に PCR 産物を定量した。最後に、この方法を用いてサイトカイン刺激前後の臍帯血由来造血幹細胞の再構成能を測
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定した。使用したサイトカインの刺激は１回目が thrombopoietin（TPO）20 ng/ml、FLK2 ligand（FL）100 ng/ml、
interleukin-6（IL-6）100 ng/ml、soluble IL-6 receptor（sIL-6R）1 μg/ml、で７日間培養、２回目は FL 100 ng/ml、
stem cell factor（SCF）100 ng/ml、complex of IL-6 and sIL-6R（IL-6/sIL-6R）50 ng/ml、で４日間培養とした。
同時に、colony forming unit（CFU）、long term culture initiating cell（LTCIC）も測定した。 
 〔 成   績 〕 
 検量線はヒト由来細胞の割合が１％、10％の各々について r＝0.857、0.943 で作成され信頼度を確認した。次に、
ヒト臍帯血由来 CD34 陽性細胞を男女比１：４、１：１、４：１で混合し NOD/scid マウスに移植した実験結果を示
す。７週間後に骨髄、脾臓から細胞を回収しそのまま amelogenin 遺伝子 PCR を行った場合は骨髄 r＝0.981、脾臓 r
＝0.983 であり、骨髄から回収した細胞をヒトサイトカインを用いてコロニーアッセイし、colony forming cell（CFC）
を回収し PCR した場合は r＝0.992 で、更に、骨髄から回収した細胞からヒト CD34 陽性細胞を抽出して PCR を行
った場合は r＝0.955 であり、移植後も移植時の比率を維持していた。そこで、本方法を用いてサイトカイン刺激前後
の CD34 陽性細胞集団の NOD/Scid マウスでの再構成能を骨髄、脾臓から回収した細胞全体、更に、骨髄中のヒト
CD34、19、33 陽性細胞、ヒト CFU について解析したところ１回目、２回目共、サイトカイン刺激前の細胞が優位
に生着し造血を行っていた。また、サイトカイン刺激前後の細胞集団の CD34 陽性細胞数は各々1.1-1.3 倍、0.8-1.3
倍、CFU は 1.2-1.9 倍、1.2-1.6 倍、LTCIC は 1.2-1.4 倍、0.9-1.2 倍であった。 




る。今まで使われていた Scid マウスや羊の胎児ではヒト細胞の生着率は数％であったが、NOD/Scid マウスを用いる












および脾臓から細胞を回収して、X 染色体上にあり Y 染色体上に偽遺伝子が存在するヒトアメロゲニン遺伝子を PCR
法で検出する事により、両群の生着能を直接定量的に比較出来る新たな方法を確立し、更にその方法を用いて、サイ
トカインによる体外増幅は、ヒト臍帯血造血幹細胞の生着能を低下させることを明らかにした。以上のような新たな
知見を明らかにした本論文は、学位に値すると考える。 
